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STRESZCZENIE

Lipazy to enzymy powszechnie wystepujace w mikroorganizmach, grzybach, roslinach i
zwierzetach. Ich glowna funkcja w metabolizmie komoérki jest hydroliza (lipoliza) wia-
zan estrowych pomiedzy kwasami tluszczowymi a glicerolem w mono-, di- i triacyloglicero-
lach. U roélin lipazy odgrywaja wazna role w ontogenezie, uczestniczac zar6wno w rozwoju
wegetatywnym, jak i w stadiach generatywnych. Enzymy te moga tez by¢ komponentem re-
akcji roslin na biotyczne i abiotyczne czynniki stresowe. Bazujac na podobienstwie sekwen-
¢ji aminokwasowej i wakuolarnej lokalizacji niektorych lipaz roslinnych do drozdzowego
Atgl5 przedstawiamy hipoteze o udziale lipaz w autofagii (a dokladniej w degradacji ciala
autofagowego) u roslin. Pomimo waskiej specyfiki substratowej i rodzaju katalizowanych
reakcji w komérkach, lipazy znajduja liczne zastosowania biotechnologiczne. Cechy fizyko-
chemiczne lipaz warunkujace np. szeroka specyfike substratowa w warunkach in vitro czy
wysoka stabilno$é w szerokim zakresie pH i temperatury, powoduja ze enzymy te sa obiek-
tem badan o charakterze aplikacyjnym, a lipazy roslinne wykazuja coraz wiekszy potencjat
w tym obszarze nauki i przemystu.

WPROWADZENIE

Wedtug klasyfikacji Komitetu Nazewnictwa Miedzynarodowej Unii Bioche-
mii i Biologii Molekularnej, lipazy zostaly przyporzadkowane do hydrolaz ka-
talizujacych rozszczepienie wigzan estrowych w czasteczkach acylogliceroli (EC
3.1.1.3; baza danych BRENDA) i powinny by¢ odrézniane od esteraz (EC 3.1.1.1).
Lipazy katalizuja reakcje hydrolizy substratéw nierozpuszczalnych w wodzie,
takich jak triacyloglicerole czy inne poliestry zbudowane z dtugotaricuchowych
kwasow tluszczowych. Esterazy natomiast preferuja substraty rozpuszczalne w
wodzie i wykazujg wysoka aktywnos¢ wzgledem lipidéw zbudowanych z kwa-
sow tluszczowych o krétkich taricuchach weglowych [1].

W roku 1856 Francuski badacz Claude Bernard jako pierwszy zidentyfikowat
enzym o aktywnosci lipolitycznej. Dokladniej, zauwazyt on, ze sok trzustkowy
zwierzat byl w stanie z fatwoscig degradowac ttuszcz pochodzacy z masta i ole-
ju. Kilka lat p6zZniej Balser, Langerhans i Flexner scharakteryzowali ,ferment”
trzustkowy, ktéry rozszczepiat ttuszcz. Z kolei w 1909 roku Whitehead udowod-
nil, Ze tluszcz nie jest w stanie dostac sie do komorki w postaci niezhydrolizo-
wanej [2]. W nastepstwie opisanych wyzej odkry¢ swiat naukowy potwierdzil
powszechne wystepowanie lipaz w mikroorganizmach, organizmach roslin-
nych i zwierzecych. Jednym z p6zniejszych kierunkéw badar byty préby krysta-
lizacji wybranych lipaz, gtéwnie pochodzenia mikrobiologicznego. Zazwyczaj
byly to lipazy grzybowe. Pierwsze proby krystalizacji nie dawaty zadawalaja-
cych wynikéw, co bylo spowodowane niska jakoscig préb, a tym samym niska
rozdzielczoscig obrazéw analizy krystalograficznej [3]. Z biegiem lat udato sie
uzyskaé odpowiednie jakosciowo proby, ktére umozliwily opisanie struktury
przestrzennej enzymu. Niemniej jednak, pomimo poznania sekwencji amino-
kwasowej, nie uzyskano formy krystalicznej zadnej lipazy roslinnej [4]. Ziden-
tyfikowano jednak podobienistwa strukturalne lipaz do innych enzymoéw, takich
jak esterazy, proteazy, dehalogenazy, hydrolazy epoksydowe, czy peroksydazy,
a tym samym umozliwito to ich zaklasyfikowanie do rodziny faldowanych hy-
drolaz a/p [3-6]. Lipazy zalicza si¢ do hydrolaz serynowych, ktére w centrum
aktywnym zawieraja triade aminokwaséw katalitycznych: seryne, kwas aspara-
ginowy lub glutaminowy i histydyne [6].

Pomimo, zZe lipazy w organizmach zywych pelnia raczej wasko zdefiniowana
funkcje polegajaca na degradacji acylogliceroli do wolnych kwaséw ttuszczo-
wych i glicerolu, to w warunkach sztucznych, w tym warunkach niewodnych,
enzymy te katalizowa¢ moga wiele innych reakcji chemicznych, waznych dla
zastosowan biotechnologicznych. Dlatego w pierwszej czesci artykutu skupio-
no sie na przedstawieniu wiedzy o strukturze molekularnej lipaz, ich lokalizacji
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Rycina 1. Schemat deestryfikacji (hydrolizy, lipolizy) tri-, di- i monoacyloglicerolu katalizowany przez lipaze. Produktami reakgji s3 wolne kwasy tluszczowe i glicerol.

tkankowej i komoérkowej oraz roli tych enzyméw w meta-
bolizmie i ontogenezie roslin. Przedstawiono réwniez nowa
hipoteze dotyczaca roli lipaz w autofagii w komorkach ro-
slinnych, a dokladniej ich potencjalnego udziatu w degrada-
qji ciat autofagowych zachodzacych u roslin w wakuolach.
W drugiej czesci niniejszego opracowania przedstawione
zostaly zastosowania i biotechnologiczny potencjat lipaz
roélinnych.

STRUKTURA MOLEKULARNA I REAKCJE
KATALIZOWANE PRZEZ LIPAZY W
ORGANIZMACH ZYWYCH

STRUKTURA MOLEKULARNA LIPAZ

Molekularna struktura przestrzenna wszystkich lipaz
jest podobna, pomimo wystepowania znacznych réznic
w sekwencji aminokwasowej, czy wielko$ci samego enzy-
mu, ktéra wynosi¢ moze od mniej niz 20 do okoto 60 kDa
[7]. Lipazy, podobnie jak inne hydrolazy a/p, zawieraja w
swojej strukturze arkusz zbudowany z oémiu réwnolegtych
B-harmonijek (druga jest w pozycji antyréwnoleglej), upo-
rzadkowanych jako 12435678. Nici B3 do B8 polaczone sa
a-helisami rozmieszczonymi po bokach centralnego arku-
sza. Centrum aktywne enzymu zawiera tzw. triade katali-
tyczna, ktoéra jest konserwatywna dla lipaz i zbudowana jest
z seryny (nukleofil), kwasu asparaginowego lub glutamino-
wego (reszta kwasowa) i histydyny, i jest bardzo podobna
do triady obserwowanej w proteazach serynowych; rézni
sie tylko kolejnoscig aminokwaséw w sekwengji [6-8]. Taka
kolejnos¢ aminokwaséw w budowie triady katalitycznej
jest kluczowa dla prawidlowego ulozenia splotéw i zgie¢
w strukturze tréjwymiarowej calego enzymu. Seryna jest
odpowiedzialna za zgiecia, katy czy skrecenia gléwnego
taricucha enzymu, a dzieki charakterystycznemu ufozeniu
prowadzi do utworzenia ostrego skretu w strukturze szkie-
letu biatkowego, tzw. tokcia nukleofilowego (z ang. nucle-
ophilic elbow) [7]. W strukturze wiekszosci lipaz wystepuje
réwniez konserwatywny motyw w sekwencji aminokwaso-
wej: Gly-x-Ser-x-Gly (GxSxG; GSG). Ten 5-aminokwasowy
motyw zlokalizowany jest na N-koricu biatka i zawiera klu-
czowg dla katalizy enzymatycznej seryne [6,9,10]. Niemniej
jednak niektére lipazy zamiast motywu Gly-x-Ser-x-Gly
zawieraja inny konserwatywny motyw: Gly-Asp-Ser-Leu
(GDSxxDxG; GDSL, zwane tez lipazami GELP), ktory row-
niez zlokalizowany jest na N-koricu [6,9,10]. Lipazy GDSL
zawierajg cztery reszty katalityczne: Ser, Gly, Asn i His [10],
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ale nie posiadaja tzw. lokcia nukleofilowego [6]. W trakcie
reakcji katalizowanej przez lipazy powstaje produkt po-
$redni (oksoanion), ktory stabilizowany jest przez wigzania
wodorowe pomiedzy dwoma aminokwasami tworzacymi
tzw. dziure oksoanionowa. Wyréznia sie trzy typy (klasy)
dziury oksyanionowej (GX, GGGX i Y) i maja one istotne
znaczenie i dla specyfiki substratowej lipaz [6]. W wielu
lipazach za prawidlowe wyksztalcenie dziury oksoaniono-
wej odpowiada tez wieko znajdujace sie w pozycji otwar-
tej [7]. W prawidlowej budowie lipaz obserwuje si¢ most-
ki dwusiarczkowe, ktére warunkuja stabilnosc i s istotne
dla aktywnosci katalitycznej enzymu [6]. Lipazy sa czesto
glikozylowane. Przyktadem wysoko glikozylowanego en-
zymu moze by¢ lipaza trzustkowa, u ktérej reszty cukrowe
stanowi¢ moga do 15% masy. Zazwyczaj glikozylacja lipaz
warunkuje ich rozpuszczalnoé¢ w wodzie, stabilnosc¢ i ak-
tywnosé [7].

Lipazy najczesciej dzialaja na granicy fazy lipid-woda i
ich aktywnos$¢ jest Scisle polaczona z elementami struktu-
ralnymi, ktére warunkujg zmienng dostepnos¢ substratéw
do miejsca aktywnego enzymu. Tymi elementami sa zlo-
kalizowane ponad centrum aktywnym enzymu ruchome
amfipatyczne petle peptydowe zwane wiekiem (ang. [id).
W warunkach wodnych wieko jest przewaznie zamkniete i
miejsce aktywne enzymu jest wtedy chronione przed srodo-
wiskiem zewnetrznym, i tym samym nie jest ono dostepne
dla substratéw - enzym nie jest aktywny. Jednakze w obec-
nosci warstwy hydrofobowej wieko zmienia konformagje,
otwierajac tym samym dostep substratéw do miejsca ak-
tywnego lipaz. Taka regulacja aktywnosci enzymu wyma-
gajaca istnienia granicy fazy apolarnej i wodnej nosi nazwe
aktywacji miedzyfazowej [8,11].

SPECYFICZNOSC SUBSTRATOWA LIPAZ

Zasadnicza reakcjag katalizowang przez lipazy w organi-
zmach zywych jest hydroliza wigzan estrowych pomiedzy
kwasami tluszczowymi a glicerolem w czasteczkach triacy-
logliceroli, a w konsekwengji tej reakcji, kolejno w czastecz-
kach diacylogliceroli i ostatecznie monoacylogliceroli. Pro-
duktami tych reakcji jest glicerol i wolne kwasy tluszczowe
[1,6,12-15] (Ryc. 1). Triacyloglicerole sa jednymi z gtéwnych
materialéw zapasowych w tkankach roslinnych i zdepono-
wane sa one w ciatach olejowych rozproszonych w cytopla-
zmie [16]. Lipazy rozkladajace zapasowe triacyloglicerole
okreslane sa jako lipazy SDP lub SDP1 (ang. SUGAR-DE-
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Rycina 2. Schemat obrazujacy wspotdziatanie peroksysomow i cial olejowych w katalizowanym przez lipazy rozkladzie zapasowych triacylogliceroli oraz przemiany
uwolnionych w trakcie lipolizy kwaséw tluszczowych w komoérkach roslinnych. Zasocjowane z btong peroksysomu lipazy SDP1 przemieszczane s na powierzchnie
ciala olejowego poprzez peroksule, czyli tubularne struktury blony peroksysomalnej. Uwolnione w trakcie lipolizy kwasy tluszczowe ulegaja p-oksydacji, ktéra zacho-
dzi w peroksysomie. Acetylo-CoA staje sie substratem cyklu glioksalowego, ktéry czesciowo zachodzi w peroksysomie i czesciowo w cytoplazmie. Bursztynian zostaje
przetransportowany do mitochondrium, gdzie wskutek aktywnosci niektorych enzymoéw cyklu kwaséw tréjkarboksylowych (cykl TCA, cykl Krebsa) ulega przemianie
do jablczanu. W cytoplazmie, w procesie glukoneogenezy, odtworzone zostaja cukry proste, ktore wykorzystane moga by¢ w tej samej komoérce, albo po konwersji do
sacharozy, by¢ przetransportowane do innych komorek, tkanek czy organéw roslinnych [16,25]. KT - kwasy tluszczowe, PXA1 - peroksysomalny transporter ABC, SDP1

- SUGAR-DEPENDENT1, TAG - triacyloglicerole.

PENDENT) [17] i sa jednymi z najlepiej poznanych jak do tej
pory lipaz roslinnych [14]. Aktywnos¢ lipaz katalizujacych
rozklad triacylogliceroli u roslin moze by¢ regulowana m.
in. przez poziom koricowego produktu degradacji zapaso-
wego tluszczu, jakim sg cukry (glukoza i sacharoza) [16]
(Ryc. 2). Substratami lipaz moga tez by¢ fosfolipidy. Przy-
kladem jest plastydowa lipaza PLIP [18], czy Atgl5 - droz-
dzowy enzym dzialajacy w wakuoli [19].

LOKALIZACJA I FUNKCJE LIPAZ W ROSLINACH

EKSPRESJA GENOW KODUJACYCH LIPAZY

Udowodniono, ze RNA wyekstrahowane z tarczki za-
rodkowej kielkujacych ziarniakéw kukurydzy (Zea mays)
jest nosnikiem informacji genetycznej koniecznej do syn-
tezy lipaz de novo na wolnych polirybosomach. Podczas
kietkowania ziarniakéw kukurydzy, mRNA kodujace lipa-
zy zidentyfikowane zostalo pomiedzy drugim a széstym

402

dniem, szczyt jego zawartosci osiggany byt piatego dnia,
a nastepnie szybko zanikat [20]. Badania na kietkujacych
nasionach i siewkach mutantéw rzodkiewnika pospolitego
(Arabidopsis thaliana) wykazaly, ze ekspresja genu SDP1 ko-
dujacego domene patatynowa lipazy triacyloglicerolu jest
kluczowa dla zainicjowania rozkladu zapasowego tluszczu
we wczesnych stadiach wzrostu i rozwoju roéliny [17]. Z
kolei supresja ekspresji genéw rodziny lipaz SDP1 skut-
kowala podwyzszonym poziomem akumulacji zapasowe-
go tluszczu w dojrzewajacych nasionach rzepaku (Brassica
napus) [21]. Transkrypty genéw kodujacych lipazy (w tym
lipaze SDP1) zostaty réwniez zidentyfikowane w osiach za-
rodkowych kietkujacych nasion réznych gatunkéw tubinu
(Lupinus spp.), ktérych poziom byl wyraznie wyzszy w wa-
runkach glodu weglowego [22-24]. Analiza bioinformatycz-
na calego genomu kilkunastu gatunkéw roslin wskazuje na
istnienie dziesigtek lub setek (od 70 u Prunus avium do 194
u Malus domestica) genéw kodujacych lipazy GDSL, aczkol-
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wiek biologiczna funkcja tych lipaz u roslin nie zostata jesz-
cze w pelni opisana [10]. Niemniej jednak dla czesci genéw
kodujacych lipazy GDSL potwierdzono ekspresje i opisano
biologiczna funkcje w organach, tkankach i wydzielinach
réznych gatunkéw roélin [9]:

* Rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana) - rozwija-
jace sie nasiona, korzenie, korzenie przybyszowe, siew-
ki, liscie, rozety lisciowe, pedy, paki kwiatowe, kwiaty,
kwiatostany, preciki, nasiona;

* Ryzsiewny (Oryza sativa) - miedzyweZla, liscie, komorki
epidermy;

» Kapusta rzepak (Brassica napus) - rozwijajace sie i kietku-
jace nasiona, liscie, pedy, paki kwiatowe;

* Papryka roczna (Capsicum annuum) - tkanki przewodza-
ce;

* Lucerna siewna (Medicago sativa) - brodawki korzeniowe;

* Bawelna kosmata (Gossypium hirsutum) - zalazki i widk-
na;

e Pomidor zwyczajny (Solanum lycopersicum) - egzokarp
rozwijajacego si¢ owocu;

* Wrotycz starcolistny (Tanacetum cinerariifolium) - siewki,
liscie, paki kwiatowe, kwiaty;

* Jakaranda mimozolistna (Jacaranda mimosifolia) - nektar

kwiatowy;

Rauwolfia zmijowa (Rauvolfia serpentina) - liScie;

Wyczyniec polny (Alopecurus myosuroides) - liscie siewki;

Agawa amerykanska (Agave americana) - epiderma liscia;

Kukurydza zwyczajna (Zea mays) - siewki, korzenie.

LIPOLIZA

Lipazy przejawiaja wysoka aktywnos¢ podczas kietko-
wania nasion i wzrostu siewek. Wykazuja one wtedy lokali-
zacje skorelowang z powierzchna organelli magazynujacych
lipidy, czyli z powierzchnia ciat olejowych [12,14,15,25,26]
(Ryc. 2). Cialo olejowe (zwane tez oleosomem, cialem ttusz-
czowym, cialem lipidowym, kropla olejowa lub kropla
tluszczu/ttuszczowa) to organellum zbudowane z acylo-
glicerolowego rdzenia (zawartosci), otoczonego monowar-
stwa fosfolipidow, w ktérej zakotwiczone sa bialka - oleo-
zyny, kaleozyny i steroleozyny, sposréd ktérych dominuja
oleozyny [27]. Jedna z funkcji oleozyn jest kontrola struktu-
ry i rozmiaru ciat olejowych poprzez zapobieganie ich nie-
kontrolowanej fuzji [12]. Poczatkowo uwazano, ze oleozyny
sq miejscem wigzania lipaz na powierzchni ciata olejowego
[28,29], poniewaz lipazy nie przylaczaly sie do innych orga-
nelli [29]. Jednakze p6Zniejsze badania dowiodly, ze oleozy-
ny najpierw ulegaja ubikwitynacji i s degradowane przez
proteasomy, a dopiero po rozkladzie tych biatek lipazy sa
dostarczane na powierzchnie cial olejowych za pomoca
peroksysomalnych wypustek, czyli tzw. peroksul [25]. Do-
starczane na powierzchnie cial olejowych lipazy, to gléwnie
lipazy SDP1, ktére przeprowadzaja reakcje lipolizy, czy-
li degradacji zapasowych triacylogliceroli [12,14,15,25,26]
(Ryc. 1). Uwolnione przez lipazy do cytoplazmy kwasy
tluszczowe transportowane sg do peroksysoméw przez
peroksysomalny transporter ABC (PXA1) [14,15] i ulegaja
nastepnie licznym przemianom metabolicznym na ktére
sklada sie B-oksydacja w catosci zlokalizowana w peroksy-
somach, cykl glioksalowy zachodzacy czeSciowo w perok-
sysomach i czesciowo w cytoplazmie, fragment cyklu kwa-
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sow trojkarboksylowych (cykl Krebsa) i finalnie w trakcie
zachodzacej w cytoplazmie glukoneogenezy przeksztalcane
sa w glukoze i sacharoze [16] (Ryc. 2).

U roslin zwigzki lipidowe gromadzone sa nie tylko w
ciatach olejowych, ale réwniez w niektoérych typach pla-
stydow. W leukoplastach (wystepujacych we wloskach
wydzielniczych) gromadzone s3 oleje aromatyczne, a w
elajoplastach deponowany jest ttuszcz zapasowy, podob-
nie jak ma to miejsce w ciatach olejowych tkanek i organéw
spichrzowych, jak np. w bielmie czy liécieniach nasion [30].
Niemniej jednak nie ma danych literaturowych odnosza-
cych sie do lokalizacji lipaz w tych organellach.

LIPAZY W EWOLUCJI I ONTOGENEZIE ROSLIN

W ujeciu ewolucyjnym lipazy GDSL (GELP) pojawity sie
u ostatniego wspodlnego przodka Zygnematophyceae (glo-
noéw) i roélin ladowych i aktualnie wystepuja u wszystkich
roslin ladowych. Enzymy te sa jednymi sposréd wielu bia-
tek uczestniczacych w biosyntezie i polimeryzacji zwigzkéw
budujacych kutykule (gtéwnie kutyny i suberyny), a poja-
wienie sie kutykuli (ok. 450 mIn lat temu) i $ciany komorko-
wej uwazane jest za jeden z kamieni milowych w ewolucji
roslin, umozliwiajacy im kolonizacje ladu [10]. Ponadto li-
pazy GDSL upowszechnily sie u ewolucyjnie pierwotnych
widlakéw - grupie roélin, ktéra wyodrebnila sie krétko po
pojawieniu sie wigzek przewodzacych, co réwniez wskazu-
je na wazna role tych enzyméw w ewolugji roslin naczynio-
wych [10].

Lipazy odgrywaja kluczowa role w poczatkowych eta-
pach kietkowania nasion i ziarniakéw oraz wzrostu i roz-
woju siewek. Zawartos¢ oleju w kietkujacych nasionach
zmniejsza sie sukcesywnie, co wskazuje na zachodzenie
procesu jego hydrolizy katalizowanej przez lipazy (lipoli-
za). Aktywnos¢ lipaz zostata potwierdzona w kietkujacych
nasionach i ziarniakach niezaleznie od ilosci magazynowa-
nego w nich ttuszczu. Najlepiej pod tym wzgledem zbada-
ne sa nasiona oleiste Arabidopsis thaliana [14], ale aktywnosé
lipaz potwierdzono réwniez w kielkujacych biatkowych
nasionach réznych gatunkéw tubinu (Lupinus spp.) [16,23],
jak i w kielkujacych skrobiowych ziarniakach kukurydzy
(Zea mays) [31] czy ryzu (Oryza sativa) [32]. Finalnymi pro-
duktami degradacji zapasowych lipidéw u roslin sa cukry,
takie jak glukoza i sacharoza (Ryc. 2), ktére wykorzystywa-
ne sg w licznych procesach anabolicznych, ale tez moga by¢
wykorzystywane jako substraty oddechowe w rozwijaja-
cych sie siewkach [16]. W nasionach i siewkach Arabidopsis
thaliana stwierdzono wystepowanie lipazy OBL1 (ang. Oil
body lipase 1), ktéra wykazuje wspdlna lokalizacje z ciatami
olejowymi i katalizuje rozktad tri-, di- i monoacyloglicero-
li, ale kietkowanie nasion oraz wzrost i rozwdj siewki nie
byt zaklécony u mutanta obl1, pomimo tego, ze lipaza OBL1
warunkuje zdecydowana wiekszos¢ aktywnosci lipolitycz-
nej u tego gatunku [33]. W wydluzajacych sie koleoptylach
ryzu, wykazano ekspresje genu GER1, ktéry koduje motyw
lipazy GDSL. Stwierdzono tez, ze ekspresja genu GERI
moze by¢ stymulowana przez kwas jasmonowy lub $wia-
tlo, i negatywnie regulowaé¢ wydiuzanie koleoptyli u tego
gatunku [10]. Lipazy wraz z auksynami biorg udzial w roz-
woju korzeni bocznych u Arabidopsis thaliana, co powigzane

403



jest z regulacja odkladania i degradacji suberyny w $cianach
komérkowych komoérek endodermalnych pokrywajacych
primordia, czyli zawiazki korzeni bocznych. Regulatorowa
rola auksyn w tym procesie polega na stymulacji ekspresji
genéw wybranych lipaz, ktére zaangazowane sa zaré6wno w
proces polimeryzaciji jak i degradacji suberyny podczas ini-
cjacji wzrostu korzeni bocznych. Przypuszcza sie réwniez,
ze lipazy uczestnicza w sieci regulatorowej, w ktorej to ety-
len kontroluje wzrost korzeni, ale ten obszar wymaga dal-
szych badar [10]. Lipazy posrednicza w metabolizmie kuty-
kuli i krzemionki, ktéra wptywa na wysokos¢ roslin. W tym
aspekcie przyjmuje sig, ze kluczowa role odgrywaja lipazy
GDSL zlokalizowane w apoplascie epidermy. Lipazy DR
(ang. DROOPING LEAF; nalezace do lipaz GDSL) zaanga-
zowane sa w odkladanie krzemionki w naskérku pod war-
stwa kutykuli w lisciach, a lipazy WDL1 (ang. Wilted Dwarf
and Lethall) zwigzane sg z prawidlowym wzorem odkla-
dania kutyny na powierzchni komérek epidermy. Mutanty
dr i wdll Arabidopsis thaliana reprezentuja pokréj karfowaty
i sg letalne na wczesnych etapach rozwoju siewki wskutek
nadmiernej utraty wody. Badania te wskazuja na udziat
lipaz w metabolizmie krzemionki i skladnikéw kutykuli,
ktory przeklada sie na wysokosc¢ roéliny, ale ten aspekt re-
gulacji wzrostu rosliny nie jest jeszcze dobrze poznany [10].
Modelowanie powierzchni komérek naskérka jest rowniez
Scisle powiazane z rozwojem aparatéw szparkowych, ktore
odgrywaja kluczowa role w interakcjach rosliny ze srodo-
wiskiem zewnetrznym. Wykazano, ze pewne lipazy GDSL
zwigzane z siateczkg $rédplazmatyczng i cialami olejowy-
mi u Arabidopsis thaliana uczestnicza we wczesnej biosyn-
tezie wosku i formowaniu kutykularnej krawedzi komérek
szparkowych, a mutanty w obrebie tych genéw przejawiaty
mniejsza konduktywnoé¢ szparkowa spowodowana war-
stwa kutykuli uformowana pomiedzy krawedziami komo-
rek aparatu szparkowego. Sugeruje si¢ wiec, ze zalezne od
lipaz GDSL modelowanie powierzchni komérek epidermy
ma znaczenie w prawidlowym wyksztalceniu i funkcjono-
waniu aparatéw szparkowych u roélin [10].

Lipazy petnig istotng funkcje w stadiach generatywnych
roélin, gtéwnie podczas rozwoju kwiatéw i nasion. Lipazy
sg uwazane za jedne z najwazniejszych enzyméw bioracych
udzial w rozwoju pytku. Lipidy i lipazy sa konieczne dla
wytworzenia prawidtowej struktury kutykuli pylnika i Scia-
ny ziarna pytku. Mutacje genéw kodujacych enzymy zwig-
zane z metabolizmem lipidéw, w tym mutacje genéw kodu-
jacych lipazy, moga wywotywac meska sterylnosc¢ u roslin,
ktora jest rezultatem nieprawidlowego wyksztalcenia sie
precikéw oraz zaburzonym funkcjonowaniem komorek ta-
petum w pylnikach [10]. Lipazy (gléwnie SDP1-like, ale tez
inne lipazy) przejawiaja wysoka aktywnos¢ w dojrzatych
ziarnach pylku Arabidopsis thaliana, warunkujac ich pra-
widlowe kietkowanie i wzrost fagiewki pylkowej [14]. W
tagiewkach pytkowych tego gatunku stwierdzono wysoki
poziom lipazy OBL1, a mutant obl1 przejawial wolniejszy
wzrost tagiewki pytkowej in vivo [33]. Lipazy sa réwniez
istotne w procesie rozwoju zenskich organéw plciowych ro-
slin. Podobne do lipaz kutynazy biorg udziat w degradacji
kutykuli znamienia stupka, co jest konieczne do prawidlo-
wego zapylenia [10]. Dodatkowo, lipazy moga by¢ sktadni-
kiem nektaru, ktéry odgrywa wazna role w przycigganiu
zapylaczy u roslin. Przykladem moze by¢ nektar kwiatéw
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Jacaranda mimosifolia, ktérego skladnikiem jest biatko JNP1,
wykazujace aktywnos¢ lipazy / esterazy. Nektar tego gatun-
ku zawiera duzo zwigzkoéw lipofilnych i wolnych kwaséw
tluszczowych uwalnianych przez JNP1, ktore s atrakcyjne
dla zapylaczy [10,34]. Lipazy odgrywaja tez role po zapyle-
niu i zaplodnieniu, wptywajac na poziom akumulowanego
tluszczu w rozwijajacych sie nasionach. W chloroplastach
Arabidopsis thaliana zidentyfikowano lipaze plastydowa
1 (PLIP1) bedaca fosfolipaza Al. Jest to lipaza zwigzana z
blonami tylakoidowymi chloroplastéw ijej aktywnosé prze-
klada sie na efektywnoé¢ biosyntezy i akumulacji zapaso-
wego ttuszczu w dojrzalych nasionach. Lipaza ta uwalnia
trans-wielonienasycong grupe acylowa ze specyficznych
dla chloroplastéw fosfatydylogliceroli. Uwolnione przez te
lipaze kwasy tluszczowe moga by¢ wbudowane w inne fos-
folipidy bton chloroplastowych (gtéwnie w fosfatydylocho-
line) lub w triacyloglicerole, ktére deponowane sa w cialach
olejowych. Geny PLIP1 wykazuja wysoki poziom ekspresji
w dojrzewajacych nasionach Arabidopsis thaliana. Nasiona
mutanta insercyjnego plip1 zawieraly okoto 10% mniej grup
acylowych (co wskazuje na nizszy poziom zapasowych tria-
cylogliceroli), ale nasiona mutantéw z nadekspresja genu
PLIP1 zawieraly od 40 do 50% wiecej grup acylowych niz
nasiona roslin dzikich [18]. Rola lipaz w rozwoju owocéw
jest slabo zbadana i wydaje sig, Ze te enzymy nie sa klu-
czowe dla prawidtowego przebiegu tego stadium rozwoju
roslin. Stwierdzono, ze mutacje w obrebie wybranych ge-
néw lipaz nie wplywaja na rozmiar owocéw u pomidora
(Solanum lycopersicum), a na podstawie analiz bioinforma-
tycznych przypuszcza sie tylko, ze niektére lipazy GDSL
moga by¢ zwigzane z rozwojem owocéw u roslin z rodziny
Rosaceae [10]. Istnieja jednak dane pokazujace, ze niektére
lipazy moga poprawiac specyficzne parametry konsump-
cyjne owocoéw pomidora. Zidentyfikowano bowiem lipaze
LIPS, ktéra odpowiada za wytwarzanie lotnych zwigzkow
organicznych pochodzacych z kwaséw ttuszczowych (ang.
Fatty acid-derived volatile organic compounds, FA-VOCs). Sa to
krétkotarficuchowe acyle zbudowane z 5-6 atoméw wegla
i warunkuja one smak owocéw, czyniac je bardziej atrak-
cyjnymi dla cztowieka. Prekursorami tych zwiazkéw jest
kwas linolowy (18:2; 18-weglowy, dwunienasycony) i kwas
linolenowy (18:3), aczkolwiek dokladny przebieg poczatko-
wych etapéw biosyntezy tych zwigzkow nie jest w pelni po-
znany. Angazujac jednak techniki zwigzane z metabolomi-
ka i genomika zidentyfikowano gen LIPS, ktérego poziom
ekspresji byl scisle skorelowany z akumulacja FA-VOCs, a
badania in vitro wykazaly, ze lipaza LIP8 moze katalizowac
reakcje rozszczepienia wielu wolnych kwaséw tluszczo-
wych, w tym kwasu linolowego i linolenowego [35].

Lipazy identyfikowane sg nie tylko w komoérkach, ale
moga one rowniez by¢ sktadnikiem wydzielin wytwarza-
nych przez rosliny. U Arabidopsis thaliana wiele lipaz GDSL
zawiera peptydowa sekwencje sygnalna (od 13 do 113 ami-
nokwasow), ktéra pozwala na kierowanie takich bialek na
zewnatrz komorki. Analiza sekwestromu zawiesiny komor-
kowej Arabidopsis thaliana pozwolila zidentyfikowa¢ biatka
zawierajace domeny GDSL, ktére wykazywaly aktywnoscé
lipolityczna in vitro i byly lokalizowane w przestrzeni po-
zakomorkowej lub w écianie komoérkowej [9]. Jak juz wyzej
wspomniano, lipazy sa skladnikiem nektaru produkowane-
go w kwiatach Jakarandy mimozolistnej (Jacaranda mimosifo-
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lia) [34], ale sa tez sktadnikiem lateksu wytwarzanego przez
Melonowca wtasciwego (Carica papaya) [36].

ROLA LIPAZ W REAKCJACH ROSLIN NA
ABIOTYCZNE I BIOTYCZNE CZYNNIKI STRESOWE

Lipazy moga by¢ zaangazowane w reakcje roslin na
abiotyczne i biotyczne czynniki stresowe [1,9,10]. Sposréd
czynnikéw abiotycznych jednymi z najpowszechniej od-
dziatujacych na roéliny sg susza i zasolenie. Analiza bio-
informatyczna danych transkryptomicznych soi (Glycine
max) umozliwita zidentyfikowanie puli genow kodujacych
lipazy GDSL, ktérych poziom ekspresji byl uzalezniony
od stresu (ang. stress-responsive). Nadekspresja jednego z
takich genéw (GmGELP28) w Arabidopsis thaliana pozwoli-
ta uzyska¢ u zmutowanych roslin zwiekszong odpornosé
na susze i zasolenie [37]. Podwyzszona tolerancje na su-
sze przejawial réwniez mutant Arabidopsis thaliana z nade-
kspresja genu kodujacego lipaze CaGLIP1 z pieprzu (Cap-
sicum annuumy) [38]. Mutanty ryzu czy pomidora w obrebie
wybranych genéw lipaz GDSL (WDL1, GDSL1, SIGDSL1/
CD1) przejawialy zwiekszong transpiracje i ubytek wody i
tym samym byty bardziej wrazliwe na susze. Przypuszcza
sie, ze udzial lipaz w reakcjach obronnych roslin na susze
zwigzany jest z rola tych enzyméw w prawidlowym wy-
ksztalceniu kutykuli i warstwy woskéw [10]. W odpowie-
dzi roslin na zasolenie i stres osmotyczny zaangazowane
moga tez by¢ lipazy (fosfolipazy) DADI i DAD1-like (ang.
DEFECTIVE IN ANTHER DEHISCENCEL1), ktére uwaza
sie¢ za komponent sieci sygnalnych uruchomionych m.in.
w warunkach stresu osmotycznego [39]. Innym stresowym
czynnikiem abiotycznym znaczaco ograniczajagcym wzrost
i rozwdj roélin jest chtéd. Wykazano, ze chtéd obnizat eks-
presje genéw MPLI i LIP1 kodujacych lipazy triacyloglice-
roli u Arabidopsis thaliana. Zaobserwowano, ze mutacja mpl1
miala maty wplyw na globalne zmiany w transkryptomie
mutanta, podczas gdy mutacja lipl w znaczacy juz sposob
zmieniata transkryptom, zaréwno w warunkach kontro-
Inych jak i w warunkach chtodu. U podwéjnego mutanta
mpl1lip]l zaobserwowano addytywny i pozytywny efekt w
odpowiedzi rosliny na chtéd, dlatego uwaza sie, ze lipazy
MPL1 i LIP1 sa negatywnymi regulatorami tolerancji na
chtéd u Arabidopsis thaliana. A zwazywszy ponadto na fakt,
Ze mutacje nie wywoluja wyraznych negatywnych efektéw
ubocznych przejawiajacych si¢ we wzroscie Arabidopsis tha-
liana, poklada sie duze nadzieje w tych dwoch lipazach w
pracach hodowlanych, ktérych celem jest stworzenie roslin
uprawnych odpornych na chtéd [40]. Przeciwstawnym do
chtodu czynnikiem stresowym jest cieplo i réwniez w reak-
cjach obronnych roslin na ten abiotyczny czynnik stresowy
uczestniczy¢ moga lipazy. W warunkach stresu cieplnego u
wielu gatunkéw roélin zachodzi uwalnianie wielonienasy-
conych grup acylowych z acylogliceroli chloroplastowych.
Przykladem takich acyli jest kwas linolenowy (18:3) czy
kwas heksadekatrienowy (16:3). Badania przeprowadzone
na 17-dniowych siewkach Arabidopsis thaliana rosnacych w
temperaturze 38°C pokazaly, Ze lipaza HIL1 (ang. HEAT
INDUCIBLE LIPASE1) indukuje rozktad monogalaktozy-
lodiacylogliceroli w liSciach i uwalnia z tych lipidéw kwas
linolenowy (18:3), ale nie uwalnia kwasu stearynowego
(18:0) i palmitynowego (16:0). Enzym ten zlokalizowany jest
w chloroplastach i uwaza sie, ze HIL1 odgrywa wazna role
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w procesie przebudowy sktadu lipidowego roslin w warun-
kach stresu cieplnego [41].

W kietkujacych ziarniakach ryzu zaobserwowano spo-
wolnienie degradacji zapasowego tluszczu i spadek aktyw-
noécilipaz podczas stresu biotycznego wywotanego infekcja
grzyba Fusarium verticillioides [32]. Mogloby to sugerowac
brak istotnej roli lipaz w reakcji obronnej na atak patogena.
Niemniej jednak mutanty Arabidopsis thaliana glip1 byly wy-
raznie bardziej podatne na infekcje nekrotroficznego grzy-
ba Alternaria brassicicola, a glip2 na infekcje nekrotroficznej
bakterii Ervinia carotovora. Z kolei ograniczenie ekspres;ji ge-
néw GLIP1 i GLIP2 u ryzu wzmacnialo odpornosé zaréwno
na infekcje grzybowe jak i bakteryjne, a nadekspresja tych
genéw zmniejszala tolerancje na patogeny. Lipaza GLIP1
moze zwiekszaé odpornoéé rosliny na infekcje patogena
grzybowego w dwojaki sposéb: albo poprzez bezposrednie
niszczenie struktury Sciany komérkowej zarodnikow grzy-
ba, albo uczestniczac w etylenowej sieci sygnalnej aktywo-
wanej w rodlinie podczas infekgji [10]. Rola lipaz GDSL w
reakcjach obronnych podczas infekcji patogenéw badana
jest czesto w powiazaniu z funkcjonowaniem roslinnych
sieci sygnalnych, w ktérych czynnikami regulatorowymi
sa etylen, kwas salicylowy, kwas jasmonowy, czy auksy-
ny [1,9,10]. Generalnie rzecz ujmujac, rola rodlinnych lipaz
GDSL w interakcjach rosliny i patogena nie jest jednoznacz-
na i moze by¢ bardzo zréznicowana w zaleznosci od gatun-
ku [9]. Hormony roslinne sa réwniez istotnym komponen-
tem odpowiedzi na zranienie, ktére moze by¢ skutkiem nie
tylko aktywnosci patogena mikrobiologicznego, ale tez np.
efektem Zerowania owad6éw na roslinie. W reakcjach roslin
na zranienie obserwuje si¢ intensywny wzrost biosyntezy
kwasu jasmonowego, ktéry zwieksza ekspresje genéw od-
pornosci na patogeny czy owady. Wykazano, ze zranienie
indukuje ekspresje genéw DAD1 i DAD1-like u Arabidopsis
thaliana [42].

UDZIAL LIPAZ W AUTOFAGII U ROSLIN

Autofagia, inaczej ,samozjadanie”, to proces ewolucyj-
nie konserwatywny i mozna go opisa¢ jako wewnatrzko-
morkowy szlak kataboliczny polegajacy na auto-degradacji
réznych elementéw komoérki, w tym organelli, fragmentoéw
cytoplazmy, komplekséw biatkowych i innych makrocza-
steczek [43,44]. Wyréznia sie dwa gléwne typy autofagii u
roélin: makroautofagie i mikroautofagie (Ryc. 3). Kazdy z
tych dwoéch rodzajéw autofagii jest procesem selektywnym,
czyli komponenty komoérki ulegaja degradacji wybidrcze;.
Przykladami selektywnosci autofagii moze by¢ mitofagia,
podczas ktérej na drodze autofagii degradowane sa mito-
chondria [45,46], peksofagia, czyli wybiércza, autofagiczna
degradacja peroksysoméw [45,47], czy lipofagia - degrada-
cja catych cial olejowych wewnatrz wakuoli [45]. W trak-
cie makroautofagii, przeznaczone do degradacji elementy
komorki (fadunek, ang. cargo) otaczane sa stopniowo przez
strukture zwang fagoforem, a catkowicie juz zamkniety fa-
dunek w podwojnej blonie nazywany jest autofagosomem.
Dalsze etapy makroautofagii zachodza w odmienny sposéb
w komorkach grzyboéw i roélin oraz zwierzat. U grzybow
i roslin zewnetrzna blona autofagosomu taczy sie z tono-
plastem, tworzac wewnatrz wakuoli ciato autofagowe, kto-
re nastepnie degradowane jest przez wakuolarne enzymy
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Rycina 3. Schemat przebiegu makro- i mikroautofagii w komoérkach roslinnych wraz z hipotetycznym udzialem lipaz w dekompozycji ciala autofagowego. W trakcie
makroautofagii, przeznaczone do degradacji komponenty komorki (tzw. fadunek; ang. cargo) otaczane sa na terenie cytoplazmy fagoforem, czyli sptaszczonym pecherzy-
kiem zbudowanym z podwdjnej blony lipidowo-biatkowej. Fagofor powigksza si¢ i w pelni oddziela fadunek od cytoplazmy, a powstata w ten sposéb struktura nazy-
wana jest autofagosomem. Ladunek przekazany zostaje do wnetrza wakuoli poprzez fuzje zewnetrznej blony autofagosomu z tonoplastem. W swietle wakuoli powstaje
ciato autofagowe. W procesie mikroautofagii fagofor i autofagosom nie powstaja, a przeznaczony do autofagicznej degradacji tadunek wnika do wnetrza wakuoli poprzez
inwaginacje tonoplastu, tworzac cialo autofagowe. Niezaleznie od pochodzenia, makro- czy mikroautofagicznego, cialo autofagowe ulega btyskawicznej degradacji ka-
talizowanej przez wakuolarne enzymy hydrolityczne, a produkty dekompozydji ciala autofagowego transportowane sa do cytoplazmy i ponownie wykorzystywane w
procesach metabolicznych. Jak do tej pory nieznane sg enzymy uczestniczgce w degradacji ciala autofagowego u roslin. Hipotetycznie takimi enzymami mogg by¢ waku-
olarne enzymy procesujace (VPE) [43,48,49], a na podstawie analogii do drozdzowego Atgl5 sformutowac mozna kolejng hipoteze, zakladajaca udzial lipaz w degradacji

ciata autofagowego w komérkach roslinnych [24].

lityczne. U zwierzat autofagosom taczy sie bezposrednio z
lizosomem, ktéry dostarcza enzymy lityczne, tworzac au-
tolizosom [43]. W trakcie mikroautofagii nie dochodzi do
powstania autofagosomu. Nastepuje za to wglebienie (in-
waginacja) w blonie wakuolarnej, po ktérej zasklepieniu
wewnatrz wakuoli powstaje cialo autofagowe [43]. Proces
degradagji cial autofagowych w komérkach roslinnych jest
zbadany w bardzo niewielkim stopniu. Wiadomo, ze de-
gradacja cial autofagowych zachodzi blyskawicznie [43],
ale nie wiadomo jakie enzymy uczestniczg w tym etapie
autofagii. Przypuszcza sie tylko, ze u roslin moga to by¢
wakuolarne enzymy procesujace (VPE) [43,48,49]. U droz-
dzy jednym z enzyméw bioracych udzial w degradaciji ciat
autofagowych jest bialko Atgl5. Dane literaturowe nie sa
jednoznaczne i wskazuja, Ze jest to lipaza, potencjalna lipa-
za, albo biatko o aktywnosci lipolitycznej [43,50]. Wedtug
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innych Zrédet jest to fosfolipaza [51,52], ale dostepne sa tez
dane literaturowe wskazujace na to, iz Atgl5 jest zaréwno
lipaza jak i fosfolipaza [19]. Jak do tej pory nie znaleziono
homologéw tego biatka u innych grup organizmoéw, w tym
u roélin, niemniej jednak trwaja prace poszukujace roslin-
ne analogi drozdzowego Atgl5. Analiza bioinformatyczna
transkryptomu osi zarodkowych kietkujacych nasion tubi-
nu pozwolila zidentyfikowac 90 transkryptéw genéw kodu-
jacych lipazy w osiach zarodkowych nasion tubinu biatego
(Lupinus albus) i 111 transkryptéw w osiach nasion tubinu
andyjskiego (Lupinus mutabilis). Sposroéd tych gendéw, 38
wykazalo prawdopodobnie wakuolarng lokalizacje kodo-
wanych przez nie bialek, a analiza filogenetyczna wskazata
podobienistwo 3 potencjalnie wakuolarnych lipaz tubino-
wych do drozdzowego Atgl5. Poréwnanie sekwencji ami-
nokwasowych wyselekcjonowanych w ten sposéb 3 lipaz
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tubinowych z drozdZzowym Atgl5 pokazalo, Ze najwyzszy
stopieri podobieristwa wystepuje w rejonie centrum aktyw-
nego badanych enzymoéw. Na tej podstawie sformutowano
hipoteze, ze w degradacji cial autofagowych u roslin uczest-
niczy¢ mogga lipazy [24].

Analiza ultrastruktury komorek glodzonych osi zarod-
kowych tubinu, w ktérych obserwuje sie zaawansowane
procesy autofagiczne, wykazala lokalizacje cial olejowych
wewnatrz cial autofagowych w wakuolach, co wskazu-
je na lipofagie [23,47]. Z duzym prawdopodobieristwem,
wewnatrz cial autofagowych w wakuolach komérek gto-
dzonych osi zarodkowych lubinu obserwowano réwniez
peroksysomy, co potwierdzaloby peksofagie [23,47]. Sko-
ro lipazy w normalnych warunkach sa zasocjowane z bto-
na peroksysomu i dziatajg na powierzchni ciat olejowych
(Ryc. 2), to rodzi si¢ pytanie, czy aktywne lipazy moga
by¢ przetransportowane z tymi organellami do wakuoli
poprzez autofagosom w procesie lipofagii czy peksofagii?
A jesli tak, to czy enzymy te uczestniczg w degradacji ciat
autofagowych? A moze lipazy przetransportowane do wa-
kuoli w taki spos6b sa po prostu autofagicznym tadunkiem
i ulegaja szybkiej i niespecyficznej proteolitycznej degrada-
qji tracac swa aktywnosé lipolityczng? Takie pytania wpi-
suja sie¢ w wyzej sformulowana hipoteze o udziale lipaz w
degradacji cial autofagowych w komoérkach roslinnych, ale
aktualnie powstaja bez odpowiedzi.

WYKORZYSTANIE LIPAZY
ROSLINNYCH W PRZEMYSLE

Lipazy, ze wzgledu na duzg réznorodnoé¢ i wydajnosé
katalizowanych reakcji uwazane sa za jedne z najwazniej-
szych biokatalizatoréw wykorzystywanych w przemysle
[8,13,53,54]. Aplikacyjny sukces tych enzymoéw wiaze sie nie
tylko z szeroka specyficznoscig substratowa, ale tez z wyso-
ka stabilnoscia enzymu w szerokim spektrum temperatury
czy pH, oraz brakiem koniecznosci stosowania kofaktoréw
reakcji [55]. Zastosowanie w biotechnologii znalazty lipazy
mikrobiologiczne, zwierzece i roslinne, aczkolwiek lipazy
mikrobiologiczne sa stosowane najczeéciej. Okoto potowa
lipaz komercyjnych produkowana jest z drozdzy i grzybow
nitkowatych [56]. Przyczyng powszechnosci stosowania li-
paz mikrobiologicznych jest szybki wzrost kultur i niskie
koszty hodowli, oraz wysoka stabilnos¢ i szeroka specyficz-
noé¢ substratowa tych enzymoéw [8,13,53,54,57]. Niemniej
jednak warto zaznaczy¢, ze koszty pozyskiwania i przetwa-
rzania lipaz roslinnych sa coraz nizsze i stajg sie konkuren-
cyjne w odniesieniu do lipaz mikrobiologicznych [9,54]. W
poréwnaniu do lipaz mikrobiologicznych, lipazy roslinne
moga by¢ ekstrahowane ze Zrédet nisko kosztowych, ta-
kich jak biomasa [56] i moga by¢ uzywane bezposrednio po
pozyskaniu i czedciowym tylko oczyszczeniu [58]. Ponadto
rosliny nie musza by¢ genetycznie modyfikowane, aby by¢
zroédlem lipaz do zastosowan przemystowych [56]. Dlatego
lipazy roslinne coraz powszechniej znajduja zastosowania
biotechnologiczne zaréwno na etapie badan, prac rozwojo-
wych, jak i wdrozen przemystowych.

Postepy Biochemii 70 (3) 2024

ZRODEA LIPAZ ROSLINNYCH

Lipazy pozyskiwa¢ mozna z réznych czesci rodlin. Moga
to by¢ nasiona, owoce (w tym ziarniaki), lateks, liScie, otre-
by [54] czy biomasa [56]. Najczesciej lipazy pozyskuje sie z
nasion lub ziarniakéw takich roslin jak: racznik pospolity
(Ricinus communis), afrykanska fasola oleista (Pentaclethra
macrophylla), wiaz (Ulmus), stonecznik (Helianthus annuus),
jatrofa przeczyszczajaca (Jatropha curcas), lubin (Lupinus),
len (Linum usitatissimum), migdatowiec (Prunus amygdalus),
czarnuszka siewna (Nigella sativa), pszenica (Iriticum), ryz
(Oryza sativa), kukurydza (Zea mays), owies (Avena sativa),
jeczmien (Hordeum wvulgare), sezam (Sesamum), sorgo (Sor-
ghum bicolor), rzepak (Brassica napus), czy dynia pizmowa
(Cucurbita moschata). Zrédtem lipaz roélinnych moze by¢
réwniez mezokarp owocéw olejowca gwinejskiego (palmy
olejowej Elaeis guineensis) czy owoce meczennicy jadalnej
(Passiflora edulis) [13,54]. Stosujac jednak tradycyjne strate-
gie ekstrakcji i oczyszczania lipaz, niektére zrédta roslinne
sa nieatrakcyjne dla zastosowan przemystowych ze wzgle-
du na niskg zawartos¢ lipaz w tkankach i organach roslin-
nych, albo niestabilnos¢ i utrate aktywnosci enzymu w pro-
cesie oczyszczania [58]. Aby przezwyciezy¢ takie trudnosci,
opracowuje sie nowe procedury pozyskiwania lipaz z mate-
riatu roslinnego, w tym réwniez z niejadalnych czesci rodlin
[54].

REAKCJE KATALIZOWANE PRZEZ LIPAZY WAZNE
DLA ZASTOSOWAN BIOTECHNOLOGICZNYCH

Specyficzno$é substratowa lipaz warunkowana jest
przez cechy molekularne enzymu, strukture chemiczng
substratu i warunki reakcji. W obrebie struktury lipaz glow-
nymi wyznacznikami specyficznosci substratowej lipaz sa:
miejsce wiazania substratu (miejsce aktywne) i wieko [7].
Miejsce aktywne znajduje sie gleboko w strukturze biatka,
dlatego substrat wigze sie z miejscem aktywnym poprzez
kieszen, ktéra zlokalizowana jest na szczycie centralnej
B-harmonijki. Budowa miejsca aktywnego lipaz rézni sie
rozmiarem, strukturg czy cechami fizykochemicznymi (hy-
drofobowos¢ reszt aminokwasowych wyscielajacych kie-
szenl). Zréznicowanie strukturalne miejsca aktywnego ma
pozytywny wplyw na reaktywnos¢ z okreslong diugoscia
reszt kwasoéw tltuszczowych, ktére wchodzg w skiad tria-
cylogliceroli [7]. Lipazy GDSL, ze wzgledu na bardziej ela-
stycznag strukture enzymu niz typowe lipazy GSG, cechuja
sie szersza specyficznoscia substratowa [10], dlatego oprocz
typowej aktywnosci lipolitycznej, niektére lipazy GDSL wy-
kazujg réwniez aktywnos¢ tioesterazowsq, proteazows, ary-
loesterazowa, czy lizofosfolipazowa [1]. Takie wlasciwosci
tej grupy lipaz zwiekszaja ich potencjat biotechnologiczny i
sprzyjaja ich czestszemu wykorzystywaniu w réznych gale-
ziach przemystu. Wieko, to drugi element strukturalny, kto-
ry odpowiada nie tylko za ustalanie konformacji zamknietej
lub otwartej enzymu, ale takze warunkuje specyficznosé
substratowa lipaz, w tym lipaz roslinnych. Wieko moze wy-
kazywaé zmienno$¢ funkcjonalng, jak i zmienno$é w roz-
miarze. Kazda zmiana w budowie oraz wielkosci wieczka
moze prowadzi¢ do powstania réznych izoform enzymu,
ktére moga réznic sie od oryginalnej formy enzymu specy-
ficznoscig substratowa [4,7,11], ale tez aktywnoscia czy ter-
mostabilnoécig [11].
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Pomimo tego, ze zasadnicza reakcja katalizowana przez
lipazy w komorkach jest hydroliza wigzan estrowych w
acyloglicerolach [1,6,12,14,15], to w warunkach in vitro, a w
szczegblnosci w medium niewodnym, enzymy te moga ka-
talizowac wiele innych reakcji chemicznych. Wymieni¢ tutaj
mozna nastepujace typy reakcji chemicznych [54,59]:

* hydroliza estrow;

¢ synteza estrow;

* transestryfikacje (interestryfikacja, alkoholiza, acydoli-
za);

* hydroliza amidéw;

* synteza amidow;

e aminoliza;

* hydroliza estréw tiolowych

* synteza estrow tiolowych;

* synteza wodoronadtlenkéw kwaséw karboksylowych.

Specyficznoscé substratowa lipaz w aspekcie zastosowan
biotechnologicznych, ale réwniez ich naturalnej roli w or-
ganizmach zywych, analizowaé¢ mozna w nastepujacych
obszarach:

* substratospecyficznosc - lipazy katalizujg przede wszyst-
kim hydrolize tri-, di- i monoacylogliceroli [1,6,12,14,15].
Substratami lipaz moga tez by¢ fosfolipidy, np. lipaza
PLIP [18] czy Atgl5 [19]. Oprécz wyzej wymienionych
zwigzkéw nierozpuszczalnych w wodzie (hydrofobo-
wych lub amfifilowych), do substratéw lipaz zaliczyé
rowniez mozna zwiazki rozpuszczalne [6,7];

* regiospecyficznosé - lipazy moga by¢ sn-1,3-specyficzne
(hydrolizuja wigzania estrowe w pozycji R1 lub R3 tria-
cyloglicerolu), sn-2-specyficzne (hydrolizuja wigzanie R2
triacyloglicerolu), oraz niespecyficzne (hydrolizuja wia-
zanie estrowe w dowolnym potozeniu triacyloglicerolu)
[55,59];

* acylospecyficznos¢ - lipazy wykazuja specyficznosé dla
danego kwasu lub klasy kwasow tluszczowych nieza-
leznie od ich pozycji w szkielecie glicerolu. Lipazy w
niewielkim stopniu rozrézniaja diugos¢ nienasyconych
kwaséw tluszczowych i ze zblizona szybkoscig hydro-
lizuja wigzania estrowe pomiedzy glicerolem a reszta
acylowa o dlugosci od 2 do 18 atoméw wegla. Znacznie
wyzsza specyficznosé i wieksza efektywnos¢ hydrolizy
lipazy wykazuja wzgledem kwaséw tluszczowych nie-
nasyconych [55,59];

* stereospecyficzno$é - lipazy rozrézniaja konformacje
przestrzenna enancjomerdéw grup acylowych [55].

APLIKACYJNY POTENCJAE LIPAZ ROSLINNYCH

W przemysle spozywczym zazwyczaj stosuje sie lipazy
mikrobiologiczne, ktére wykorzystuje sie najczesciej do
wytwarzania produktéw mlecznych, wypiekéw i sokéw
owocowych, a takze do interestryfikacji ttuszczéw i olejow
w celu wytworzenia zmodyfikowanych acylogliceroli beda-
cych zZrédlem i nosnikiem smakéw i aromatéw [13]. Taka
selektywna hydroliza, czy modyfikacja tluszczéw moze by¢
katalizowana réwniez przez lipazy pozyskiwane z nasion
i moze ona by¢ zastosowana w celu uwalniania specyficz-
nego smaku, koloru i zapachu zywnosci [60]. W przemy-
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$le mleczarskim stosowane sa zazwyczaj lipazy zwierzece
i mikrobiologiczne i wykorzystuje sie je w celu hydrolizy
tluszczu mlecznego, a modyfikacja diugosci taricuchow
kwaséw ttuszczowych poprawia smak seréw i nadaje pro-
duktom mleczarskim charakterystyczne walory smakowe.
Lipazy moga réwniez przyspieszaé proces dojrzewania sera
[63]. W typowym przemysle mleczarskim lipazy roslinne
nie znajduja zastosowari, ale roélinna lipaza pozyskiwa-
na z lateksu melonowca wlasciwego (Carica papaya) moze
by¢ wykorzystana do syntezy niskokalorycznych krétko- i
dtugotanicuchowych triacylogliceroli, ktére moga by¢ doda-
wane do preparatéw mleko zastepczych [58], ale réwniez
do chipséw, panierek, dipéw, wyrobéw piekarniczych lub
jako zamienniki masta kakaowego. Lipaze z kielkujacych
ziarniakéw pszenicy (Triticum) mozna wykorzysta¢ do po-
prawy jakosci makaronéw. Lipaza dodana do maki pozwa-
la na wyeliminowanie jaj w produkcji makaronu i tym sa-
mym zwieksza ona elastyczno$¢ makaronu z jednoczesnym
zmniejszaniem jego kleistosci [61].

W przemysle farmaceutycznym lipazy (gléwnie mikro-
biologiczne) moga by¢ wykorzystywane ze wzgledu na ich
stereoselektywnos¢, ktora jest istotna w produkcji optycznie
czystych enancjomeréw. Takie zwiazki wykazuja wieksza
skutecznos¢ dzialania terapeutycznego, a takze wywotu-
ja mniej skutkéw ubocznych i wykorzystywane sa np. do
produkcji niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych, czy
lekéw stosowanych przy nadci$nieniu [62]. W przemysle
farmaceutycznym swoje zastosowanie znalazlty takze lipa-
zy roslinne, ktére s bezpieczniejsze w uzyciu od lipaz mi-
krobiologicznych nawet w czeSciowo oczyszczonej formie.
Przyktadem moze by¢ lipaza pozyskana z lateksu melo-
nowca wlasciwego (Carica papaya), charakteryzujaca sie sn-3
stereoselektywnoscia i bardzo waska specyficznoscia sub-
stratowg [58]. Zastosowania farmaceutyczne opisywane sg
réwniez dla lipazy pozyskiwanej z kietkujacych ziarniakéw
pszenicy (Triticum), ktéra wykorzysta¢ mozna do regiose-
lektywnej hydrolizy diestrowych metabolitéw posrednich
w syntezie niektérych antybiotykéw p-laktamowych, otrzy-
mujac pozadany monoester z 80% wydajnoscia z jednocze-
snym obnizeniem kosztéw poprzez eliminacje drogich od-
czynnikéw nieenzymatycznych [61]. Medyczne zastosowa-
nia lipaz roslinnych byly badane w stanach niewydolnosci
trzustki, ktére wynikaly z choréb takich jak mukowiscydo-
za i zesp6! Shwachmana-Diamonda. Przykladem moze by¢
tutaj lipaza wyekstrahowana z owsa (Avena sativa), ktéra
wykorzystywano w badaniach ze wzgledu na stabilnos¢
w Srodowisku kwasnym i odpornos¢ na degradacje przez
kwasy zoladkowe. Innym przyktadem medycznego wyko-
rzystania lipaz roslinnych jest lipaza z lateksu melonowca
wlasciwego. Wykazano, ze katalizuje ona reakcje estryfi-
kacji kwasem oleinowym fitosteroli pochodzacych z oleju
rzepakowego, a powstaly produkt jest w stanie skutecznie
obnizaé¢ poziom cholesterolu we krwi [58].

W przemysdle kosmetycznym lipazy wykorzystuje sie
przede wszystkim w celu produkcji zwiazkéw powierzch-
niowo czynnych i zapachowych. Zwiazki takie mozna
wytwarza¢ z mono- i diacylogliceroli m.in. poprzez kata-
lizowane przez lipazy reakcje estryfikacji lub transestryfi-
kacji [54]. Lipazy moga by¢ wykorzystywane nie tylko jako
biokatalizatory w syntezie komponentéw kosmetycznych,
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ale moga wystepowac w kosmetykach lub preparatach me-
dycznych jako skiadniki aktywne [63]. Lipazy moga by¢ na
przykiad sktadnikiem kreméw albo doustnych preparatéw
wspomagajacych utrate wagi poprzez degradacje tluszczu
[54]. Lipazy moga by¢ sktadnikiem kosmetykéw stuzacych
do oczyszczania powierzchniowego skoéry, masek do wlo-
sOw czy twarzy. I to wlasnie w tego typu produktach znaj-
duja zastosowania réwniez lipazy roslinne. Przykladem
jest lipaza uzyskiwana z kielkujacych ziarniakéw pszenicy
(Triticum), ktéra poprawia parametry tego rodzaju kosme-
tykow w aspekcie balansu w aktywnoéci powierzchniowej
wymaganej do efektywnego mycia, a nadmiernym odtlusz-
czaniem, wysuszaniem czy podraznianiem skory. Nie bez
znaczenia pozostaja réwniez takie zalety jak pozadane ce-
chy organoleptyczne, oddzialywanie na $rodowisko czy
koszty wytworzenia kosmetykéw, gdyz np. wzbogacenie
kosmetykéw w lipazy z pszenicy umozliwia ograniczenie
stosowania detergentéw syntetycznych. Plynne preparaty
do mycia twarzy zawieraja 1% lipazy z ziarniakéw pszeni-
cy, ktora stabilizowana jest agarem oraz EDTA jako czynnik
stabilizujacy odpowiednie dla skéry pH [61].

Biodiesel to rodzaj paliwa, w sklad ktérego wchodza
estry dlugotaiicuchowych kwaséw ttuszczowych pozyski-
wanych z olejéw roslinnych [56]. Pomimo tego, ze roslinne
surowce do produkgji biodiesla sa tatwo dostepne, to roz-
wojowe prace biotechnologiczne skupiaja sie na pozyski-
waniu tego biopaliwa z niejadalnych czeéci roslin, aby nie
zwigkszaé¢ popytu i nie konkurowaé z produkcja Zywnosci
[54]. Z produkcja biodiesla wigze sie transestryfikacja tria-
cylogliceroli z alkoholami, ktéra przeprowadza¢ mozna
z wykorzystaniem lipaz gtéwnie mikrobiologicznych, ale
tez zwierzecych i roélinnych [8,54,56]. Sposréd roslinnych
lipaz wykorzystywanych do produkgji biodiesla stosowa-
ne sg lipazy z melonowca wiasciwego (Carica papaya) i ja-
trofy (Jatropha curcas) [56]. Obiecujacq roslinna lipaza dla
produkgji biodiesla zdaje sie tez by¢ lipaza pozyskiwana z
kietkujacych ziarniakéw pszenicy (Triticum) [61]. Oprocz
reakcji transestryfikacji, lipazy moga réwniez katalizowac
estryfikacje wolnych kwaséw ttuszczowych z alkoholem,
umozliwiajac produkcje biodiesla ze zuzytych olejow badz
tluszczéw o wysokiej zawartosci wolnych kwaséw ttusz-
czowych. Estryfikacja katalizowana przez lipazy roslinne
dodatkowo zmniejsza lepkos¢ oleju poprzez zastgpienie
glicerolu alkoholem metylowym lub etylowym [58]. W ba-
daniach zwigzanych z wytwarzaniem biodiesla zwraca sie
uwage na nasiona roélin jako Zrédlo surowca. Wprawdzie
nasiona zazwyczaj przeznaczane sg na produkcje zywnosci
dla czlowieka, albo na pasze dla zwierzat hodowlanych, ale
sg one tez interesujacym obiektem dla produkcji biodiesla,
gdyz w trakcie kietlkowania nasion w naturalny spos6b po-
jawiaja sie w nich lipazy. Takie potaczenie zaréwno oleju jak
i biokatalizatora w jednym surowcu stwarza potencjat dla
uproszczenia produkgji i obnizenia kosztéw wytwarzania
takiego biopaliwa [56].

W przemysle chemicznym lipazy w polaczeniu z prote-
azami i amylazami wykorzystuje sie w produkgji detergen-
tow [54]. Lipazy sa najczesciej dodawane do domowych czy
przemystowych srodkéw pioracychiczyszczacych, utatwia-
jacych usuwanie zanieczyszczen ttuszczowych. Absorbuja
si¢ one na powierzchni tkanin i tworza kompleks tkanina-
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-lipaza, ktory katalizuje rozpad wigzan chemicznych plamy
tluszczowej po dodaniu wody [54,62]. Lipazy sa dodawane
takze do ptynéw do mycia naczyn, wybielaczy i srodkéw
do czyszczenia skory. Lipazy stosowane w detergentach
musza charakteryzowac sie stabilnosciag w okreslonych,
czesto skrajnych wartosciach pH (10-11) i temperatury (30-
60°C), odpornoscig na inne sktadniki preparatu (np. pro-
teazy) oraz szeroka specyficznoscia substratowa [8,60,62].
Obiecujacymi lipazami roélinnymi dla takich zastosowarn
zdaja sie by¢ lipazy pochodzace z ziarniakéw ryzu (Oryza
sativa) i owsa (Avena sativa), gdyz s stabilne w srodowisku
alkalicznym i w temperaturze okoto 60°C [60]. Bardzo obie-
cujacy i aktualnie szeroko badang lipaza roélinng jest lipaza
pozyskiwana z kietkujacych ziarniakéw pszenicy (Triti-
cum), ktoéra katalizuje szereg reakcji chemicznych waznych
nie tylko dla zastosowant w przemysle chemicznym, ale tez
farmakologicznym czy spozywczym. Szczegélng uwage i
duze nadzieje poklada sie w duzym potencjale tej lipazy w
tzw. ‘chemii zielonej’, czyli projektowaniu produktéw che-
micznych i proceséw, ktére ograniczaja lub eliminujg zuzy-
cie lub wytwarzanie substancji niebezpiecznych [61].

PODSUMOWANIE

Lipazy to enzymy wystepujace nie tylko u roslin, ale
réwniez w organizmach grzybéw, zwierzat, jak i w mikro-
organizmach. U roélin uczestnicza one w wielu procesach
rozwojowych, poczawszy od kietkowania nasion, a na wy-
ksztalceniu owocéw konczac. Enzymy te zaangazowane sg
w utrzymanie homeostazy komorki i organizmu roélinnego
oraz sa waznym komponentem reakcji roslin na biotyczne i
abiotyczne czynniki stresowe. Przypuszcza sie, ze lipazy u
roslin moga uczestniczy¢ réwniez w autofagii (w degradacji
ciat autofagowych), ktéra zachodzi na kazdym etapie onto-
genezy roélin, zaréwno w warunkach normalnych jak i stre-
sowych. Lipazy roélinne wprawdzie znajduja zastosowania
w przemysle, ale ich biotechnologiczne wykorzystanie w
poréwnaniu do lipaz mikrobiologicznych pozostaje raczej
w skali szczatkowej. Roslinne lipazy stosuje si¢ miedzy in-
nymi w przemysle spozywczym, farmaceutycznym, kosme-
tycznym, ale tez w produkcji biodiesla i przemysle chemicz-
nym. Niemniej jednak lipazy roélinne aktualnie bardziej sa
obiektem prac badawczych i rozwojowych, anizeli wdroze-
niowych. Aktualne dzialania majace na celu opracowanie
nowych zastosowan dla lipaz (w tym lipaz roélinnych) czy
zoptymalizowanie opracowanych juz procedur biotechno-
logicznych zapewne zaowocuja w przyszlosci ich nowym i
efektywniejszym wykorzystaniem w wielu aspektach dzia-
talnosci cztowieka, zaréwno tych poznawczych jak i aplika-
cyjnych.
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ABSTRACT

Lipases are enzymes commonly found in microorganisms, fungi, plants and animals. Their main function in cell metabolism is the hydroly-
sis (lipolysis) of ester bonds between fatty acids and glycerol in mono-, di- and triacylglycerols. In plants, lipases play an important role in
ontogeny, participating in both vegetative development and generative stages. These enzymes may also be a component of plant responses to
biotic and abiotic stresses. Based on the similarity of the amino acid sequence and vacuolar localization of some plant lipases to yeast Atgl5,
we present a hypothesis about the participation of lipases in autophagy (precisely, in the degradation of the autophagic body) in plants. De-
spite the narrow substrate specificity and the type of reactions catalysed in cells, lipases find numerous biotechnological applications. The
physicochemical features of lipases, which determine, for example, wide substrate specificity in vitro or high stability in a wide range of pH
and temperature, make these enzymes the subject of applied research, and plant lipases show an increasing potential in this area of science
and industry.
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